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© Synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten. 

© Eine synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten, besteht aus einem 
Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und einem mindestens ein Killer-T-Zellepitop enthal- 
tenden Protein eines Virus, eines Bakteriums, eines Parasiten oder eines Tumorantigens oder mindestens einer 
mindestens ein Killer-T-Zeliepitop enthaltenden Partiaisequenz eines Virus-, Bakterium- oder Parasiten-Proteins 
oder eines Tumorantigens. 
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SYNTH ETISCHE VAKZINE ZUR SPEZIFISCHEN INDUKTION ZYTOTOX1SCHER T- L YM P HOZYTEN 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine synthetische Vakzine zur spezrfischen Induktion zytotoxischer T- 
Lymphozyten. 

Zytotoxische T-Lymphozyten (Killer-T-Zellen) stellen einen wesentlichen Teil der Immunantwort von 
Warmblutem gegen intrazellulare Infektionen dar. Zytotoxische T-Lymphozyten werden normalerweise nur 

5 mrttels einer in-vivo-lmpfung mrt infektiosen Erregem induziert (J. Bastin et al., J. Exp. Med., Vol 165, June 
1987). Wegen der damit verbundenen Risiken wurde ein synthetischer Impfstoff fOr die spezifische 
Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten eine erhebliche Verbesserung darstelien. Es wurde nun 
Oberraschenderweise gefunden, dafl durch die Verwendung bestimmter Membranankerwirkstoffkonjugate 
enthaltend Killer-T-Zellepitope die spezifische in-vivo-lnduktion von zytotoxischen T-Lymphozyten moglich 

io ist 

Es ist zwar bereits bekannt, dafi Membranankerwirkstoffkonjugate zur Erzeugung neutralisierender 
Antikorper geeignet sind (vgl. Angew. Chem. 97 (1985), Nr. 10, S. 883 ff.); Ober eine synthetische Vakzine 
enthaltend Membranankerwirkstoffkonjugate zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten 
wurde jedoch bisher nicht berichtet 

is Erfindungsgegenstand ist demzufolge eine synthetische Vakzine zur induktion von zytotoxischen T- 
Lymphozyten, die dadurch gekennzeichnet ist, das sie aus einem Konjugat aus mindestens einer Membran- 
ankerverbindung und einem mindestens ein Killer-T-Zellepitop enthaltenden Protein eines Virus, eines 
Bakteriums, eines Parasiten oder eines Tumorantigens Oder mindestens einer Partialsequenz enthaltend 
mindestens ein Killer-T-Zeilepitop eines Virus-, Bakterium- oder Parasiten-Proteins Oder eines Tumoranti- 

20 gens besteht. 

Die genannte Membranankerverbindung ist vorzugsweise ein bakterieiles Lipoprotein. Besonders bevor- 
zugt ist als Membranankerverbindung eine Verbindung der nachstehenden Formeln 
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in denen A Schwefel, Sauerstoff, Disulfid (-S-S-), Methylen (-CH2-) oder -NH- sein kann; 
n = 0 bis 5, m = 1 oder 2; 

C* ein asymmetrisches Kohlenstoffatom mit R- oder S-Konfiguration ist 

45 R, R und R gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine Alkyh Alkenyl- oder Alkinylgruppe 
mit 7 bis 25 Kohlenstoffatomen sind, welche mit Hydroxy-, Amino-, Oxo-, Acyl-, Aikyl- oder Cycloalkylgrup- 
pen substituiert sein kann, E in Forme) IX Wasserstoff oder eine beliebige Seitenkette einer natGrlichen oder 
artifizieilen o-Aminosaure sein kann, B in Formel VI die Bedeutung jedes der in den Formeln I - V 
aufgefuhrten -(CH2) n -(substituiertes Alkyl)-Reste haben kann und R1 und R2 gleich oder verschieden sind 

50 und dieselben Bedeutungen wie R, R' und R* haben, aber auch -OR, -O-COR, -COOR, -NHCOR oder 
-CONHR sein konnen, wobei X eine Kette von bis zu 10 Aminosauren ist, an die das Protein oder die 
Partialsequenz des Virus-, Bakterium- oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens gebunden ist, oder 
das Protein oder die Partialsequenz selbst ist 

Von diesen sind als Beispiele besonders hervorzuheben: In bakteriellem Lipoprotein vorkommende N- 

55 Termini, wie z.B.: Y-Ser-Ser-Ser-Asn, Y-lle-Leu-Leu-Ala, Y-Ala-Asn-Asn-GIn, Y-Asn-Ser-Asn-Ser, Y-Gly-Ala- 
Met-Ser, Y-Gln-Ala-Asn-Tyr, Y-Gln-Vai-Asn-Asn, Y-Asp-Asn-Ser-Ser, wobei Y einer der unter Formel I bis VII 
aufgefOhrten Reste sein kann. Diese Lipopentapeptide konnen auch in verkGrzter Form (Upodi-, Lipotri- 
oder Lipotetrapeptide) ais Membranankerverbindung eingesetzt werden. Ganz besonders bevorzugt ist N- 
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PaJmitoyl-S-[2,3(bispaImitoyloxy)propyl]-cysteinyl-seryl-serin (Pam 3 Cys-Ser-Ser), N-Palmitoyl-S-[2,3- 
(bispalmitoyloxy)propyl]-cysteinyl-seryl-gIyc!n und N-Palmitoyl-S-PXbispalmitoyloxyJpropylhcysteinyl- 
alanyl-D-isoglutamin. 

Weiterhin besonders bevorzugt sind die Verbindungen der Formeln I und III, insbesondere Verbindun- 
5 gen der Formel I 

Der Substituent A ist vorzugsweise Schwefel Oder Methylen, besonders bevorzugt Schwefel. 

Die Substituenten R, R und R* sind vorzugsweise Alkylreste mit 14 bis 18 OAtomen; besonders 
bevorzugt sind Alkylreste mrt 16 OAtomen. 

Der Substituent X wird vorzugsweise gebildet aus 1 bis 2 polaren Aminosaureresten, besonders 
70 bevorzugt ist der Serin-Rest 

FQr die erfindungsgemMBe Vakzine eignen sich zur Kopplung an die Membranankerverbindung unter- 
schiedliche Proteine Oder Protein-Partialsequenzen von intrazellular auftretenden Krankheitserregern, Wen-, 
Bakterien- oder Parasiten-Proteinen Oder von Tumor-Antigenen, die von Killer-T-Zellen erkannt werden. 

Solche Proteine oder Partialsequenzen (auch als Killer-T-Zell-Epitope bezeichnet) zeicrmen sich da- 
75 durch aus, daj3 sie von zytotoxischen T-Lymphozyten zusammen mit MHC-Molekulen (major histocompati- 
bility complex) erkannt werden. 

Die erfindungsgema/te Vakzine eignet sich zur Immunisierung gegen alle Erreger, die Killer-T-Zell- 
Epitope aufweisen, wie z. B. gegen Adenoviren, HIV, Influenza-Viren, LCMV, MCMV, Hepatitis-Viren, HTLV, 
FELV, Treponema pallidum, Gonokokkus, Bordetella pertussis, Plasmodien, Listerien. Mycobakterien oder 
20 Leishmanien. Bisher bereits bekannte Killer-T-Zell-Epitope sind die in der nachfolgenden Tabelle aufgefuhr- 
ten Partialsequenzen, von denen das Influenza-Nukleoprotein P 3 CSS-NP 147-158 (R") und die HIV-Epitope 
eine Sonderstellung einnehmen. 
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Mit Hitfe der erfindungsgemafien Vakzine ist es darOber hinaus moglich, verschiedene Membrananker- 
verbindungen, gekoppelt an verschiedene Partialsequenzen zu mischen, um eine auf ein bestimmtes Ziel 
optimal abgestimmte Vakzine zu erhalten. Weiterhin kann eine entsprechende Mischung zusatzlich Mem- 
branankerwirkstoffkonjugate enthalten, die die humorale Immunantwort stimulieren und zusatzlich zur 
Produktion von neutralisierenden Antikorpern fuhren (Vaccine 7, 29 - 33 (1989), Angew. Chem., Int. Ed. 24, 
872 - 873 (1989)). DarOber hinaus ist es auch moglich, verschiedene Partialsequenzen kovalent zu 
verknupfen und mit einer Membranankerverbindung zu verbinden. 

Erfindungsgegenstand ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer synthetischen Vakzine, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dafl Proteine Oder Partialsequenzen von Erregern durch eine Konjugationsreak- 
tion an die Membranankerverbindung gebunden wird. Die Konjugationsreaktion kann z. B. eine Kondensa- 
tion, Addition, Substitution, Oxidation Oder Disuifidbildung sein. Bevorzugte Konjugationsmethoden sind in 
den Beispielen wiedergegeben. Weitere Konjugationsmethoden sind in der bereits zitierten Deutschen 
Offenlegungsschrift 35 46 150 beschrieben. 

Die Herstellung der Membranankerverbindungen ist ebenfalls in der zuletzt genannten deutschen 
Offenlegungsschrift ausfuhrfich beschrieben. 

Die gegebenenfalls notige Trennung der Diastereomeren kann nach unterschiedlichen Methoden, wie z. 
B. in Hoppe-Seyler's Z. Physiolog. Chem. 364 (1983) 593 beschrieben erfolgen. 

Der Aufbau der fUr die Membranankerwirkstoffkonjugate einzusetzenden Partialsequenzen kann auf 
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unterschiedliche, literaturbekannte Weise erfolgen, vgl. z. B. WQnsch et al. in Houben-Weyl, Bd. 15/1.2. 
Stuttgart TOeme-Verlag oder Wunsch in Angew. Chem. 83 (1971), E. Gross und J. Meienhofer 
(Herausgeb.), The Peptides, Vol. 1 (1979), 2 (1979), 3 (1981) und 5 (1983) Academic Press, New York 7713 
oder die Deutsche Offenlegungsschrift 35 46 150. In Beispiel 1 wird ein bevorzugtes Verfahren zur 
Herstellung einer Partialsequenz und eines Konjugats naher erlautert 

Werterhin gehoren zum Erfindungsgegenstand pharmazeutische oder veterinarmedizinische Zubereitun- 
gen, die einen Gehalt an Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und mindestens einer 
Partialsequenz eines der genannten Proteine oder Organismen aufweisen. Normalerweise werden zusatziich 
neben einem Losungsmittel keine zusatziichen Hilfs- und Trigerstoffe oder Adjuvanzien fOr die erfindungs- 
gemafien Zubereitungen benotigt. In manchen Fallen kann es aber sinnvoll sein, derartige Hilfs- und/oder 
Tragerstoffe sowie gegebenenfails Adjuvanzien den erfindungsgemaflen Zubereitungen zuzusetzen (Anton 
Mayr, Gerhard Bflnen, Barbara Mayr-Bibrack, Handbuch der Schutzimpfungen in der Tiermedizin, 1984, 
Verlag Paul Parey, Berlin-Hamburg). 

Die Menge an Vakzine, die flir eine sichere Immunisierung eines Warmbluters notwendig ist, hangt ab 
von der Art des WarmblQters, von der bzw. den Membranankerverbindungen und dem Protein oder der 
bzw. den PartiaJsequenzen des Organismus, gegen den immunisiert werden soil und ist im Einzelfall 
empirisch zu ermitteln. 

Durch die nachfoigenden Beispiele soil die Erfindung naher erlautert werden. 

Synthese 
Beispiel 1 

Synthese von N-Paimitoyi-S-[2,3-(bispalmitoyloxy)-propyl]cysteinyI-seryl-seryl-NP 147-158 

Die Influenza A-Virus-NuWeoprotein-Peptidsequenz wurde durch Festphasenpeptidsynthese syntheti- 
siert Es wurden Fmoc-Aminosauren benutzt Folgende Seitenkettenschutzgruppen kamen zur Anwendung: 
Thr(tBu), Tyr(tBu), Arg(Pmc). Es wurde 1 g para-Benzyloxybenzylalkohol-Harz. beladen mit 0,5 mmol Fmoc- 
Giy eingesetzt und die Peptidsequenz nach folgenden Synthesezyklen aufgebaut. N-Aktivierung mit 50 % 
Piperidin in DMF (1 x 10 min). Kupplung der folgenden Aminosaure fQr 30 min mit BOP/HOBT 
[Benzotriazol-1 -yl-oxy-tris-(dimethyI amino)-phosphoniumhexafluorophosphat/1 -Hydroxybenzo-triazol] und 
Diisopropylethylamin in DMF. Es wurden jeweils Doppelkupplungen mit 3-fachem Oberschufi an Fmoc- 
Aminosaure und 4,5-fachem OberschuB an Diisopropylethylamin (jeweils bezogen auf freie Aminogruppen 
am Harz) durchgefilhrt Nach jeder Doppelkupplung wurde das Peptidharz je dreimal mit N-Methylpyrroli- 
don, Dichlormethan und N-Methylpyrrolidon gewaschen. 

Nach der Synthese der harzgebundenen Influenza A-Virus-Nukleoprotein-Sequenz wurde ein Teil des 
Peptids durch Trifluoressigsaurespaltung gewonnen und auf Reinheit gepruft mittels HPLC, MS, Aminosaiu- 
reanalyse, Analyse auf chiraler Phase sowie Sequenzanalyse. Die HPLC-PrOfung ergab eine Reinheit von 
Ober 90 %. Nach Kupplung von zwei Serinresten [Fmoc-Ser(tBu)] an das harzgebundene Peptid, erfolgte 
die Kupplung des Tripaimitoyl-S-glycerincysteins nach der DIC/HOBT-Methode. Nach vier Stunden wurde 
ein Aquivalent N-Methylmorpholin hinzugefflgt und nach einer weiteren Stunde wurde das Lipopeptid-Harz 
gewaschen. Das Lipopeptid wurde von 100 mg Harz mittels 2 ml Trifluoressigsaure (mit 100 u\ Thioanisol 
und 100 HQ Thiokresol) innerhalb von einer Stunde getrennt Urn die Arg(Pmc>-Schutzgruppen vollstandig 
zu entfemen, wurde zusatziich 30 min bei 50 °C mit Trifluoressigsaure nachbehandelt. Das Rltrat wurde 
eingedampft, der ROckstand mit EssigsMure aufgenommen und in kaJten Ether gegeben. Das ausgefaliene 
Lipopeptid wurde 3 x mit Ether gewaschen und aus tert-Butanol/Wasser im Verhaltnis 3 : 1 lyophilisiert. 

Beispiel 2 

Synthese von N-Palmitoyl-S-[2,3-(bispaJmitoyloxy)-propyl]cysteinyl-seryl-seryl-NP (365-380) 

Die Synthese erfolgte anaJog Beispiel 1. Es wurden Fmoc-Aminosauren mit folgenden Seitenketten- 
schutzgruppen benutzt Ser(tBu), Glu(OtBu). Thr(tBu). Asn wurde ohne Seitenkettenschutzgnjppe mittels 
Diisopropylcarbodiimid/HOBT gekuppelt Als Ausgangsharz wurde Fmoc-Glu(OtBu)-p- 
Benzyloxybenzylalkohol-Polystyrol, quervemetzt mit 1 % Divinyfbenzol, eingesetzt. Die Beladung an Fmoc- 
GIu(OtBu) betrug 0,45 mmoi/g. Die Abspaltung des Peptids und Pam 3 Cys-Ser-Ser-Peptids von je 100 mg 
Harz erfolgte mit 2 ml Trifluoressigsaure unter Zusatz von 0,1 ml Thioanisol und 100 ug Thiokresol 
innerhaJb von 90 min. Die Sequenz wurde durch Sequenzanalyse des freien Peptids bestatigt; durch HPLO 
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Prufung wurde ein einhettlicher Peak mit uber 90 % ermittelL Aminosaurenanalyse und Prufung auf 
Enantiomerenreinheit an chiraler Phase ergaben die erwarteten Werte. 

Wirksamkeitstests 

5 

A) 

Unter SPF-Bedingungen gezOchtete, 3 Monate alte BALB/c-lnzuchtmause wurden intravenos mit 100 
Ug Pam 3 cys-Ser-Ser- [NP 147-158] immunisiert (100 jxg Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158], aufgenommen in 

w 300 ul PBS, 1 min beschalK). Nach 28 Tagen wurden die Mause mit 0,2 bzw. 0,4 haemagglutinierenden 
Einheiten Influenza-Virus A/PR/8 intranasal infiziert Analog wurden zur Kontrolle Mause infiziert denen 300 
jxl PBS intravenos appliziert wurde. Der Veriauf der Infektion wurde anhand von taglichen Gewichtskontrol- 
len und der Oberlebensrate kontrolliert 11 von 12 KontroJItieren, die mit 0,4 haemagglutinierenden Einheiten 
infiziert wurden, starben nach 11 Tagen an der Virusinfektion, wahrend von den immunisierten Tieren nur 4 

/5 von 12 starben. 

Eine weitere Kontrollgruppe und eine mit Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158] immunisierte Gruppe wurden 
mit 0,2 haemagglutinierenden Einheiten Influenza-Virus infiziert Nach 18 Tagen lebten noch 40 % der 
Kontrolltiere (4 von 10 Tieren), wahrend 75 % der immunisierten Tiere lebten. Am Tag 18 betrug die 
Gewichtsdifferenz zwischen immunisierten Tieren und Kontrolltieren 4 g. Die uberlebenden Tiere der 
20 Kontrollgruppe verloren weiter an Gewicht, wahrend sich die immunisierten Tiere langsam von der Infektion 
erholten. 

B) 

25 Zytotoxische T-Zell-Aktivitat von Milzzeilen aus BALB/c-Mausen nach Immunisierung mit freiem Peptid, 
Virus oder Pam 3 Cys-Ser-Ser-Peptid (Fig. 1) 

BALB/c-Mause erhielten durch intravenose Applikation in 300 ul PBS 

a) 8 x 10 7 mit 1,6 nM Nukleoproteinpeptid 147-158 (R-) vorinkubierte, syngene Milzzeilen; (A, D, G), 

b) 8 x 10 7 mit 160 uM Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158 (R-)]-Lipopeptid vorinkubierte, syngene Milzzeilen; 
30 (C.F), 

c) 50 haemagglutinierende Einheiten von Influenza A-Virus PR/8/34; (B.E.H), 

d) 100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158 (R-)]; (I). 

Nach 6 Tagen wurden den immunisierten bzw. infizierten Tieren die Milzen entnommen und die 
Milzzeilen 5 Tage lang mit Peptid (A bis F) Oder mit Virus PR8 infizierten, syngenen Stimulatorzellen (G.HJ) 

35 restimuliert Dazu wurden je 2,5 x 10 7 -2ellen kultiviert in 10 ml a-MEM-Medium (Hersteller Gibco). 
angereichert mit 10 % fotalem Kalberserum, 2-Mercaptoethanol, Glutamin und Antibiotika unter Zusatz von 
entweder 80 nM NP 1 47-1 58(R-)-Peptid (A,F) oder von 5 x 10 6 -Virus PR8-infizierten, mit 20 Gy bestrahlten 
syngenen Milzzeilen (G.H.I). Die Infektion von Stimulator und Zielzellen wurde wie beschrieben durchgefuhrt 
(Eur. J. Immunol. 7, 630 - 635 (1977). 

40 Die Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen wurde durch einen 51 Cr-Release-Standardtest (Eur. J. Immunol. 
137, 2.676 -2.681 (1986)) ermittelt Schaubilder A, B, C und G, H, I zeigen die CTL-Aktivitat auf 
unbehandette (A) oder PR8 infizierte (a) P815 (MHCiH^^Zielzellen. 

Schaubilder D, E und F zeigen CTL-Aktivitat auf P815-Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen 
von freiem Peptid 30 min bei 37° C vorbehandett wurden. Hier wurde ein Verhaltnis von Effektor zu Zielzelle 

45 30 : 1 eingesetzt 

C) 

Aktivitat zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung von Mausen mit Pam 3 Cys- Ser-Ser-[NP 147-158] 

so oder Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365 - 380] (Fig. 2) 

BALB/c-Mause (Schaubilder A,B) oder (B6 x DBA/2)-F1 -Mause (C,D) wurden mit Influenza A-Virus (A,C) 
bzw. mit 100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158] (Bild B) bzw. mit 100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365-380] 
(Bild D) immunisiert. Nach 6 Tagen wurden die Milzen entnommen und die Milzzeilen, wie unter B) 
beschrieben, in Gegenwart von 0,8 uM NP 147-158 Peptid (A.B) bzw. 0,8 ixM NP 365-380 Peptid (C,D) 

55 stimuliert. Die Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen wurde anschlieflend auf unbehandelte P815-Zielzellen 
(A), auf PR8 infizierte P815-Zielzellen (a) und auf 90 min bei 37° C mit NP 147-158-Peptid vorinkubierte 
P815-Zielzellen (■) gepriift; ebenso auf unbehandelte EL-4-(MHC H-2 d )-Zellen (o), auf PR8 infizierte EL-4- 
Zielzellen (*), und auf 90 min bei 37° C mit NP 365-380-Peptid vorinkubierte EL-4-Zellen (♦). 
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D) 

Priifung auf MHC Klasse 1-RestrikBon und auf SpeziMt der Immunisieaing mit Lipopeptid (Rg. 3) 
BALB/c-Mause (Bilder A.B.C) Oder (86 x DBA/2)-F1-Mause (Bilder D-l) erhielten i.v. in 300 ul PBS 100 

ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-INP 147-158<R-)] (Bilder A.E.H) bzw. 50 ug Ser-Ser-[NP 147-158(R-)] (Bild B) bzw. 50 

HQ [NP 147-158(R-)] (Bild C) bzw. 50 haemagglutinlerenden Bnheiten Influenza PR8-Virus (Bilder D,G) bzw. 

100 ug Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365-380] (Bilder F.I). 

Sechs Tage nach der Injekb'on wurden die Milzzellen, wie in Beispiel 2 beschrieben, kultiviert unter 

Zusatz von Nukleoprotein 147-158(R-)-Peptid (Bilder A - F). oder Nukleoprotein 365-380-Peptid (Bilder G - 

I). Die Aktivitat der ertiattenen cytotoxischen T-Zellen wurde bestimmt gegen 

- unbehandelte P815-Zielzellen (A) 

- 90 min bei 37] C mit NP 147-158(R-) vorinkubierte P815-Zielzellen (■) 

- 90 min bei 37* C mit NP 365-380 vorinkubierte P815-Zielzellen (□) 

- unbehandelte EL-4-Zielzellen (o) 

- 90 min bei 37* C mit NP 147-158(R-) vorinkubierte EL-4-Zielzellen (0) 

- 90 min bei 37* C mit NP 365-380 vorinkubierte EL-4-Zielzellen (♦). 

Anspriiche 

1. Synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten. dadurch gekenn- 
zeichnet daB sie aus einem Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und einem minde- 
stens ein Killer-T-Zellepitop enthattenden Protein eines Virus, eines Bakteriums, eines Parasrten oder eines 
Tumorantigens oder mindestens einer mindestens ein Killer-T-Zellepitop enthattenden Partialsequenz eines 
Virus-, Bakterium- oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens besteht. 

2. Synthetische Vakzine gema/J Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Membranankerverbindung 
ein bakterielles Membran-Lipoprotein ist. 

3. Synthetische Vakzine gema'B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Membranankerverbindung 
eine der nachstehenden Formeln aufweist 



R -C0-0-CH 2 
R'-CO-O-CK* 

I 2 n 



(CK 2 ) m 
R"-CO-NK-CH -CO-X 



R -0-CH- 
i 2 

R'-O-CH* 

I 2 n 
A 

• <5 H 2 > » 

R"-C0-NH-CH*-C0-X 



R -0-C0-CK 2 
R'-O-CO-CH* 

<? H 2 ) n 
A 

R r, -C0-NH-CH'-C0-X 



II. 



III. 



R -NH-CO-CH- R -C0-CH 2 

R' -NH-CO-CH R'-CO-CH* 

«k>- 

R"-C0-NH-CH -CO-X R"-CO-NH-CH -CO-X R"-NH-C0-CH -CO-X 
IV. v. VI. 
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5 




E 

r-co-nh-£h-co-x 



70 



VII. 



.VIII. 



IX. 



75 in denen A Schwefel, Sauerstoff. Disulfid (-S-S-), Methylen (-CH 2 -) Oder -NH- sein kann; 
n = 0 bis 5, m = 1 oder 2; 

C* ein asymmetrisches Kohlenstoffatom mit R- Oder S-Konfiguration ist, 

R, r' und r" gleich Oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine AlkyI-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe 
mit 7 bis 25 Kohlenstoffatomen sind, welche mit Hydroxy-, Amino-, Oxo-, Acyh Alkyi- oder Cycloalkylgrup- 

20 pen substituiert sein kann, E in Formel IX Wasserstoff oder eine beliebige Seitenkette einer naturlichen oder 
artifiziellen Aminosaure sein kann, B in Formel VI die Bedeutung jedes der in den Formeln I - V 
aufgefQhrten -(CH 2 ) n -(substituiertes AikylJ-Reste^ haben kann und Ri und R2 gleich oder verschieden sind 
und dieselben Bedeutungen wie R, R und R* haben, aber auch -OR, -O-COR, -COOR, -NHCOR oder 
-CONHR sein konnen, wobei X eine Kette von bis zu 10 Aminosauren ist, an die das Protein Oder die 

25 Partialsequenz des Virus-, Bakterium-oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens gebunden ist Oder 
das Protein oder die Partialsequenz selbst ist. 

4. Synthetische Vakzine gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Membranankerverbindung N- 
Palmitoyl-S- 2,3-(bispalmitoyloxy)-propyl cysteinyl-seryhserin ist, wobei die Partialsequenz an den termina- 
len Serinrest gebunden ist 

30 5. Synthetische Vakzine gemaB einem oder mehreren der AnsprUche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Protein oder die Partialsequenz von einem Adenovirus, HIV, Influenza-Virus, LCMV, MCMV, Hepatitis- 
Virus, HTLV, FELV, Treponema pallidum, Gonokokkus, Bordetella pertussis oder Plasmodium spec, oder 
einem anderen ein Killer-T-Zell-Epitop enthaltenden Pathogen stammt. 

6. Synthetische Vakzine gemaB einem oder mehreren der AnsprQche 1-5, dadurch gekennzeichnet, das 
35 ein Gemisch aus Membranankerwirkstoffkonjugaten mit verschiedenen Partialsequenzen vorliegt 

7. Synthetische Vakzine gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet das neben Membranankerwirkstoff- 
konjugaten zur Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten auch Membranankerwirkstoffkonjugate zur Erzeu- 
gung neutralisierender Antikorper vorhanden sind. 

8. Verfahren zur Herstellung einer synthetischen Vakzine gemaB einem oder mehreren der AnsprQche 1-7, 
40 dadurch gekennzeichnet. daB ein Membranankerwirkstoffkonjugat nach bekannten Methoden synthetisiert 

wird. 

9. Pharmazeutische oder veterinarmedizische ZQbereitung zur Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten, 
gekennzeichnet durch einen Gehalt an einer synthetischen Vakzine gemaB einem oder mehreren der 
AnsprQche 1 - 7, gegebenenfalls neben Oblichen Hilfs- und/oder Tragerstoffen und gegebenenfalls neben 

45 weiteren Vakzinen. 

10. Verfahren zur Immunisierung von Menschen oder Saugetieren, dadurch gekennzeichnet das eine 
Vakzine gemaB einem oder mehreren der AnsprQche 1-7 oder eine pharmazeutische Oder veterinarmedi- 
zinische ZQbereitung gemaB Anspruch 9 verabreicht wird. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: ES, GR: 

50 1. Verfahren zum Herstellen einer synthetischen Vakzine zur spezifischen Induktion von zytotoxischen T- 
Lymphozyten, die aus einem Konjugat aus mindestens einer Membranankerverbindung und einem minde- 
stens ein Killer-T-Zellepitop enthaltenden Protein eines Virus, eines Bakteriums, eines Parasiten oder eines 
Tumorantigens Oder mindestens einer mindestens ein Killer-T-Zellepitop enthaltenden Partialsequenz eines 
Virus-, Bakterium- Oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens besteht, dadurch gekennzeichnet, daB 

5 5 ein Membranankerwirkstoffkonjugat nach bekannten Methoden synthetisiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Membranankerverbindung ein bakterielles 
Membran-Lipoprotein ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Membranankerverbindung eine der 
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nachstehenden Formeln aufweist 



R - CO- O- CH 2 R -0- CH 2 R -0-CO-CH 

5 R r -CO-0-CH* R'-O-CH* R'-O-CO-CH* 

^2>n (CH 2 >n <CH 2 >n 
AAA 

<f H 2> m (CH 2 )m <^2>m 

R"-CO-NH-CH -CO-X R' 1 -CO-NH-CH*-CO-X R 1 • -CO-NH-CH*-CO-X 

I- II- III. 



75 



20 



25 



R -NH-CO-CH 9 R -CO-CEU 

1 * I * 

R'-NH-CO-CH R'-CO-CH 

(CH 2 ) n (CH 2 ) n B 

AAA 

t™2>m <CH 2 >» 

R 1 '-CO-NH-CH -CO-X R f ' -CO-NH-CH*-CO-X R* r -NH-CO-CH*-CO-X 

m 

iv. v. VI. 



Ri — CHo 
» * 

R 9 -CH E 

( CH 2 ) n R- CO- NH- CH- CO- X 

A 

R- CO- NH- CH*- CO- X 

VII. VIII. IX. 

in denen A Schwefel, Sauerstoff, Disulfid (-S-S-), Methylen (~CH 2 -) Oder -NH- sein kann; 
n = 0 bis 5, m = 1 Oder 2; 

C* ein asymmetrisches Kohlenstoffatom mit R- Oder S-Konfiguration ist, 

R, R und R gieich oder verschieden sind und Wasserstoff Oder eine Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe 
mit 7 bis 25 Kohlenstoffatomen sind, weiche mit Hydroxy-, Amino-, Oxo-, Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkylgrup- 
pen substituiert sein kann, E in Formef IX Wasserstoff oder eine beliebige Seitenkette einer naturlichen oder 
artifizieilen Aminosaure sein kann, B in Formel VI die Bedeutung jedes der in den Formeln I - V 
aufgefUhrten -(CH2) n -(substituiertes Alkyl)-Reste haben kann und Ri und R2 gleich oder verschieden sind 
und dieselben Bedeutungen wie R, r' und r" haben, aber auch -OR, -0-COR, -COOR, -NHCOR oder 
-CONHR sein konnen, wobei X eine Kette von bis zu 10 Aminosauren ist, an die das Protein oder die 
Partiaisequenz des Virus-, Bakterium-oder Parasiten-Proteins oder eines Tumorantigens gebunden ist, oder 
das Protein Oder die Partiaisequenz selbst ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die Membranankerverbindung N-Palmitoyl-S- 
2,3-(bispalmitoyloxy)-propyi - cysteinyl-seryl-serin ist, wobei die Partiaisequenz an den terminalen Serinrest 
gebunden ist 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das Protein oder die Partiaisequenz von einem 
Adenovirus, HIV, Influenza-Virus, LCMV, MCMV, Hepatitis-Virus, HTLV, FELV, Treponema pallidum, Gono- 



30 



R-CO-A 

<? H 2>m 
R n -CO-NH-CH-CO-X 



35 
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kokkus, Bordetella pertussis Oder Plasmodium spec, oder einem anderen ein Killer-T-Zell-Epitop enthalten- 
den Pathogen stammt 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Gemisch aus Membranankerwirkstoffkonju- 
gaten mit verschiedenen Partialsequenzen hergestellt wird. 
5 7. Verfahren nach Anspruch 1 ( dadurch gekennzeichnet, dafi eine Vakzine hergestellt wird, in der neben 
Membranankerwirkstoffkonjugaten zur Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten auch Membranankerwirkstoff- 
konjugate zur Erzeugung neutralisierender Antikorper vorhanden sind. 



11 



EP 0 431 327 A1 



70 
60 

50 
40 

30 
20 
10 
0 
-10 

80 
70 
60 
SO 
1.0 
30 
20 
10 
0 
-10 



IN VIVO IHMUNISIERUN6 MIT 
PEPTID VIRUS Pom 3 Cys-Ser-Ser-Peptid 



80 
70 
60 
SO 

30 
20 
10 
0 
-10 



A 

- 

■ ****** 


B 


c 

■J 


03:1 34 30:1 


03:1 3:1 30:1 


033 11 30:1 


EFFEKTOR: ZIELZELLE-VERHALTNIS 


D 


E 


F 


■ **»«^ 










m 


0 0.01 1 10 


o on i no 


0 001 1 100 


PEPTID-KONZENTRATiON 


G 


H 


I 



03:1 3:1 301 0.3:1 31 30:1 0.31 11 30:1 

EFFEKTOR: ZIELZELLE-VERHALTNIS 



IN VITRO STIMULATION 
MIT PEPTID 

VIRUSZIELZELLE 



INFIZIERT 
KONTROLLE 



IN VITRO STIMULATION 
MIT PEPTID 

PEPTIDZIELZELLE 



IN VITRO STIMULATION 
MIT VIRUS 

VIRUSZIELZELLE 



INFIZIERT 
KONTROLLE 



12 



EP 0 431 327 A1 





100 -r 




90- 

Oft - 




OU 
70 - 




Rfl - 
uu 




cn 

50 - 




/A - 




ill - 


CD 


zu - 






1*4 
UJ 


in , 

IU 


cs> 




MM* 

UJ 


0 - 
u 


U. 


-10 - 

IU 


UJ 

CJ> 


100 T 


C/9 




U_ 


90 - 


UJ 


80 - 

uu 


• 


9 U 




Rfl - 
uu 




50 - 




(.0- 




30- 




20- 




10- 




0- 




-10- 



A IMMUNISIERUHG 
M MIT VIRUS 




I I I i 



R IMMUNISIERUHG 
MIT 

P 3 CSS-HP ltf-158 




C IMMUNISIERUHG 
MIT VIRUS 




10:1 100:1 



Q IMMUNISIERUHG 
MIT 

P3CSS-NP 365-380 




I I I I I 
M 10:1 100:1 



BALB/c 

ZIELZELLEN 
P615 

P615 INFIZIERT 
•— ■ P815, NP 147-158 
O—O EL-t 

EH INFIZIERT 
EK, NP 365-380 



(B6x08A/2)n 



EFFECTOR: ZIELZELLEN-VERHALTNIS 



13 



EP 0 431 327 A1 



70 
60 
50 

to 

30 
20 
10 
0 

-10 
80 

to 

» 70 
tZ 60 

CO 

uj so 

40 

UJ 

S 30 

CO 

i£t 20 
E 10 
0 

-10 
80 

70 

60 

50 

1.0 

30 

20 

10 

0 

-10 



A IMMUNISIE- 
- RUNG MIT . 

■RjCSS-IPUMOR- 


RIMMUNISIE- 
9 RUNG MIT 

SS-NPU7-150.R- 


CIMMUNISIE- 
RUNG MIT 
NP11.7-158.R- 






Q IMMUNISIE- 
' RUNG MIT 
VIRUS 


P IMMUNISIE- 
RUNG MIT 

PanuCys-Ser- 

Ser-HP H7- 
15B.R- 


PIMMUNISIE- 
1 RUNG MIT 

Pan^Cys-Ser- 
Scr-NP 365-380 




G IMMUHISIE- 
• RUNG MIT 
■ VIRUS 


HIMMUNISIE- 
RUNG MIT 

PomjCys-Ser- 

Ser-NPIU- 
158.R- 


1 IMMUNISIE- 
RUNG MIT 

PamjCys-Ser- 

Ser-NP 365-* 
380 S 


03:1 3:1 30:1 


034 33 304 


03:1 3:1 301 



BALB/c 



IN VITRO STIMULATION 
MIT NP1W-158.R- 

ZIELZELLEN 
o— oEl-4 

0-OEL-MPU7-158.R- 
♦—♦CL -UP 365 -380 
a— A P 815 

■ — ■ P 815.NP U7-158.R- 
o— OP815.NP 365-380 



(B6xOBA/2) Fj 



IN VITRO STIMULATION 
MIT HP 365-380 



EFFEKTOR: ZIELZ ELLE -VERHALT MIS 



Ma : 3 



14 



. Bl _ EUROPAlSCHER teilrecherchenbericht, 

turopaiscnes der nach Regel 45 des Europflischen Patent- 
Patentamt Obereinkommens fOr das weHere Verf ahren aJs 
europ&ischer RecherchenbeHcht gilt 



Nummer der Anmeldung 

EP 90 12 1189 



einschlAgige dokumente 



Kategone 



Kennzeichnung des Dokuments mil Angatoe, soweit ©rfofdertlch, 
* dermaBgeWichenTeifc 



Betriffl 
Anspruch 



KLASSIRKATtON DER 
ANMELOUNQOntCM) 



X,D 



X,P 



EP-A-0 210 412 (HOECHST AG*) 

* Insgesamt;/ besonderes Seite 7, 
Zeilen 5-23; Anspriiche * 



WO-A-89 02 277 (BOARD OF REGENTS, 
UNIVERSITY OF TEXAS SYSTEM) 

* Insgesamt; fcesonderes Seite 9, 
Zeilen 14-19 und Seite 24, 
Zeilen 27-30 * 



NATURE, Band 342, 30. November 
1989, Seiten 561-564; 
K. DERES et al.: "In vivo priming 
of virus-specif ic cytotoxic T 
lymphocytes with synthetic lipo- 
peptide vaccine" 

./. 



1-9 



1-9 



A 61 K 39/145 
A 61 K 39/385 



1-9 



RECHERCKfEHTE 
SACHGEBIETE (tat 0.4) 



A 61 K 
C 07 K 



UNVOLLSTANDIGE recherche 



Nach Auflasaung der Recherchenabteilung ©ntaprteM die vorUegende europflteche Patentanme]- 
dung dtn Vorschrlften des Europaischen PatentUberelnkommens eo wenig. dafl es nfcht mOgltcJi 
1st atrf der Orundlage elrfger PatentansprOcrte slrmvolle Ermitthmgen Ober den Stand der TechnBc 
durchzuftthren. 

VoOatandlgiecharchlertePaterttansprOche: 1-9 
UnvoOstindlg recherchlerte PatentanaprOche: 
Ntcnt recnerchferte Patentanaprache: 1 0 

Qrund for die Beschrftnkung der Recherche: 

Verf ahren zur chirurgischen Oder therapeutischeii 
Behandlung des menschlichen Oder tierischen 
Korpers (Siehe Art. 52(4) des Europaischen 
PatentUbereinkommens ) 



Recherchertort 

OEM HAAG 



AbscniuBdatum der Recherche 

25-02-1991 



PrQfer 

FERNANDEZ BRANAS 



KATEGORJE DER GENANNTEN DOKUMENTEN E 
X : von beaondarer Badautung attain batrachtet 
Y : von baaondarar 8edeutung In Varbindung mit ainer O 

andaren Varofftnttichung darsalban Katagorie L 
A : technotogiscner Hintararund 

O: nichtachrifflicheOffanbarung - 
P : Zvrischanlfteratur & 
T : dar Erflndung zuqrunda liegende Thaorian odar Grunds&tze 



Uteres Patentdokument, daa tedoch arat am Oder 
nach dam AnmaJdadatum veroffentlicht worden 1st 
In dar Anmeldung angefuhrtea Ookumant 
aua andam Grunden angaf uhrtaa Ookumant 



Mitgtled dar oleichen PatemfamWe, uberein- 
atimmandaa Dokumant 



0))) p^wT 3 europAischehteilrecT»erchenbehicht 



Nummtr far AnmeWung 

EP 90 12 1189 
-2- 



K*t«gorto 



EINSCHLAGIGE dokumente 



Kennzsfchnung d«s Ookuments mit Angmbe. soweit ertordertlch. der 



Kennzttchnuna M 
ma8a«bttchenTeile 



* E£r ganze Artikel * 

EP-A-0 338 437 (HOECHST AG.) 

* Insgesamt * 



bstrifft 
Anspruch 



1-9 



1-9 



EP-A-0 203 676 (THE WISTAR INSTITUTE 
OF ANATOMY AND BIOLOGY) 

* Insgesamt * 



WO-A-89 07 448 (REGENTS OF THE 
UNIVERSITY) 

* Insgesamt * 



E p- A -0 000 300 ( CIBA-GEIGY AG) 
* Insgesamt * 



THE EMBO JOURNAL, Band 7, Nr. 1, 
1988, Seiten 93-100, IRL Press Ltd, 
Oxford, GB; 

J.B. ROTHBARD et al. : "A sequence 
pattern common to T cell epitopes" 

* Dor ganze Artikel * 



CELL, Band 52, 1988, 29, Januari 
1988, Seiten 253-258, Cell Press; 
H.C. BODHER et al. : "Enhanced 
recognition of a modified peptide 
antigen by cytotocic T cells 
specific for influenza nugleoproteiji 

* Der ganze Artikel * 1-9 



1-9 



1-9 



1-9 



1-9 



KLASSI FIXATION DER 
ANMELOUNQ {Int. CM) 



RECHERCH101TE 
SACKOEBtETEOfita.4) 



PTO 2002-0365 



European 
Document No. 0,431,327 



SYNTHETIC VACCINE FOR SPECIFIC INDUCTION OF 
CYTOTOXIC T-LYMPHOCYTES 
[Synthetische Vakzine zur spezifischen Induktion 
zytotoxischer T-Lymphozyten] 

Guenther Jung, Hans-Georg Rammensee, Karl Deres, 
and Karl-Heinz Wiesmueller 



UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 
Washington, D.C. November 2001 



Translated by: Schreiber Translations, Inc. 



Country 
Document No . 
Document Type 
Language 
Inventor 

Applicant 
IPC 

Application Date 
Publication Date 
Foreign Language Title 

English Title 



Europe 
0,431,327 

Published patent application 
German 

Guenther Jung, Hans-Georg 
Rammensee, Karl Deres, and Karl- 
Heinz Wiesmueller 
Hoechst Aktiengesellschaf t, 
Frankfurt am Main, Germany 
A61K 39/145, A61K 39/385 
November 6, 1990 
June 12, 1991 
Synthetische Vakzine zur 
spezif ischen Induktion 
zytotoxischer T-Lymphozyten 
SYNTHETIC VACCINE FOR SPECIFIC 
INDUCTION OF CYTOTOXIC T- 
LYMPHOCYTES 



Zl 1 

Synthetic Vaccine for Specific Induction of Cytotoxic T- 
Lymphocytes 

A synthetic vaccine for the specific induction of cytotoxic 
T-lymphocytes consists of a conjugate of at least one membrane 
anchoring compound and a protein of a virus, a bacteria, a 
parasite, or a tumor antigen containing at least one killer T- 
cell epitope, or at least one partial sequence of a virus, 
bacteria, or parasite protein, or a tumor antigen containing at 
least one killer T-cell epitope. 

12 

SYNTHETIC VACCINE FOR SPECIFIC INDUCTION OF CYTOTOXIC T- 
LYMPHOCYTES 

The invention concerns a synthetic vaccine for the specific 
induction of cytotoxic T-lymphocytes. 

Cytotoxic T-lymphocytes (killer T-cells) represent an 
essential part of the immune response of warm blooded beings 
against intracellular infections. The cytotoxic T-lymphocytes 
are normally only induced by means of an in-vivo injection with 
infectious pathogens (J. Bastin et al, J. Exp. Med., Vol. 165, 
June 1987). Because of the risks connected therewith, a 
synthetic injection for the specific induction of cytotoxic T- 



1 Numbers in the margin indicate pagination in the foreign 

text. 
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lymphocytes represents a considerable improvement. It was now 
surprisingly found that by using specific membrane anchoring 
active ingredient conjugates containing killer T-cell epitopes, 
the specific in-vivo induction of cytotoxic T-lymphocytes is 
possible . 

It is however already known that membrane anchoring active 
ingredient conjugates are suitable for producing neutralizing 
antibodies (see Applied Chem. 97 (1985), No. 10, starting at page 
883); about a synthetic vaccine containing membrane anchoring 
active ingredient conjugates for the specific induction of 
cytotoxic T-lymphocytes there had been no reports until now. 

The object of the invention is therefore a synthetic vaccine 
for the induction of cytotoxic T-lymphocytes which is 
characterized in that it consists of a conjugate of at least one 
membrane anchoring compound and a protein of a virus, a bacteria, 
a parasite, or a tumor antigen containing at least one killer T- 
cell epitope, or at least one partial sequence of a virus, 
bacteria, or parasite protein, or a tumor antigen containing at 
least one killer T-cell epitope. 

The mentioned membrane compound is preferably a bacterial 
lipoprotein. Particularly preferred as membrane anchoring 
compound is a compound having the following formulas 
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R -CO-0-CH 2 R -O-CH. " R -O-CO-CH. 

R'-CO-0-CH« R'-0-CH» • R'-O-CO-CH* 

* * f 

R"-CO-NH-CH*-CO-X R»-CO-NH-CH»-CO-X R-'-CO-NH-CH'-CO-X 

J ' II. III. 



R -NH-CO-CK r - C0 -CH 2 

R'-NH-CO-CH* R'-CO-CH* 

f A A 

( ?V» ^V* ( ?Vm 

R"-CO-NH-CH -CO-X R"-CO-NH-CH -CO-X R"-NH-CO-CH -CO-X 

IV - V. VI. 



R 1 -CH 

R-C6-A R J H » 

fr H 2)m (CH.) 
R"- CO-NH-CH-CO-X a I 



iVII. 



i 2 m 
R-CO<-NH-CH*-CO-X 



VII. 



R-CO-NH-CH- CO-X 



IX. 



wherein A can be sulphur, oxygen, disulfide (-S-S-), methylene (■ 
CH 2 -) , or -NH-; 

n = 0 to 5, m = 1 or 2; 

C* is an asymmetric carbon atom with R or S configuration; 
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R, R' , and R" are identical or different, and are hydrogen or 
alkyl, alkenyl, or alkinyl groups with 7 to 25 carbon atoms, 
which can be substituted with hydroxy, amino, oxo, acyl, alkyl, 
or cycloalkyl groups; E can be, in the formula IX, hydrogen or 
any desired secondary chain of a natural or artificial a-amino 
acid; B can have in the formula VI the meaning of each of the 
(CH 2 ) n - (substituted alkyl) residues listed in the formulas I-V, 
and R x and R 2 are identical or different and have the same 
meaning as R, R' , and R", but can also be OR, 0-COR, COOR, 
NHCOOR, or CONHR, wherein X is a chain of up to 10 amino acids on 
which the protein or the partial sequence of the virus, bacteria, 
or parasite protein or a tumor antigen is bonded, or is the 
protein or the partial sequence itself. 

Of these are particularly emphasized as examples: N- 
terminals occurring in bacterial lipoproteins such as, for 
example, Y-Ser-Ser-Ser-Asn, Y-Ile-Leu-Leu-Ala, Y-Ala-Asn-Asn-Gin, 
Y-Asn-Ser-Asn-Ser, Y-Gly-Ala-Met-Ser , Y-Gin-Ala-Asn-Tyr , Y-Gin- 
Val-Asn-Asn, Y-Asp-Asn-Ser-Ser , wherein Y can be a residue listed 
under formula I to VII. These lipopentapeptides can also be used 
in shortened form (lipodipeptides, lipotripeptides, or 
lipotetrapeptides) as membrane anchoring compound. Particularly 
especially preferred is 
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N-palmitoyl-S- [2, 3 (bispalmitoyloxy) propyl] -cysteinyl-seryl-serin, 
(Pam 3 Cys-Ser-Ser) , N-palmitoyl-S- [2, 3- (bispalmitoyloxy) propyl] - 
cysteinyl-seryl-glycine and N-palmitoyl-S- [2 , 3- 
(bispalmitoyloxy) propyl] -cysteinyl alanyl-D-isoglutamine . 

Also particularly preferred are the compounds having the 
formulas I and III, especially compounds having the formula I. 

The substituent A is preferably sulphur or methylene, 
especially preferably sulphur. 

The substituents R, R' , and R" are preferably alkyl residues 
with 14 to 18 C atoms, especially preferred are alkyl residues 
with 16 C atoms. 

The substituent X is preferably formed by 1 to 2 polar amino 
acid esters, especially preferred is the serin residue. 

For the vaccine according to the invention, for coupling to 
the membrane anchoring compound, are suitable different proteins 
or protein partial sequences of intracellularly occurring disease 
pathogens, viruses, bacteria, or parasite proteins or tumor 
antigens, which are recognized by the killer T-cells . 

These proteins or partial sequences (also designated as 
killer T-cell epitopes) are characterized in that the cytotoxic 
T-lymphocytes are recognized together with MCH molecules (major 
histocompatibility complex) . 

The vaccine according to the invention is suitable for 
immunizing against all pathogens which have killer T-cell 
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epitopes such as, for example, adenoviruses, HIV, influenza 
viruses, LCMV, MCMV, hepatitis viruses, HTLV, FELV, Treponema 
pallidum, Gonococcus, Bordetella pertussis, plasmodias, 
listerias, mycobacteria, or leishmanias. The already known 
killer T-cell epitopes are shown in the following table in 
partial sequences of which the influenza nucleoprotein P 3 CSS-NP 
147-158 (R-) and the HIV epitopes are of particular importance. 



.5, 



CO-Ser-Ser-T-Y-a-R-T-R-A-L-V-T-G 




CH,-CH-CH 2 CH 2 -CH 

NH 
i 



influenza nucleoprotein 
peptid 

HP 147-158 (R-) 



Lipotripepfcid Pam 3 Cys-Ser-Ser 

Keys to figure: (1) Influenza nucleoprotein peptide; (2) 

Lipotripeptide Pam 3 Cys-Ser-Ser . 
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With the aid of the vaccine according to the invention, it 
is also possible to mix different membrane anchoring compounds 
coupled to different partial sequences to obtain a vaccine which 
is optimally adapted for a specific target. Furthermore, a 
corresponding mixture can also contain additional membrane 
anchoring active ingredient conjugates, which stimulate the 
humoral immune response and also lead to the production of 
neutralizing antibodies (Vaccines 7, 29-33 (1989), Applied Chem., 
Int. Ed. 24, 872-873 (1989)). Furthermore, it is also possible 
to covalently link different partial sequences and to connect the 
same with a membrane anchoring compound. 

The object of the invention is also a process for the 
production of a synthetic vaccine, which is characterized in that 
the proteins or partial sequences of pathogens are bonded by of a 
conjugation reaction to the membrane anchoring compound. The 
conjugation reaction can be, for example, a condensation, 
addition, substitution, oxidation, or disulfide formation. The 
preferred conjugation methods are described in the examples. 
Other conjugation methods are described in the already cited 
German patent publication 3,546,150. 

The production of the membrane compounds is also described 
in detail in the last-mentioned German patent publication. 
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The also necessary separation of the diasteromers can take 
place according to the different methods, for example, in Hoppe- 
Seyler's Z. Physiolog. Chem. 364 (1983) 593. 

The construction of the partial sequences to be used for the 
membrane anchoring active ingredient conjugate can take place in 

IA 

different ways known from the literature, see for example Wuensch 
et al, in Houben-Weyl, Vol. 15/1.2, Stuttgart, Thieme Publishers, 
or Wuensch in Applied Chem. 83 (1971), E. Gross and J. Meierhofer 
(published), The Peptides, Vol. 1 (1979), 2 (1979), 3 (1981), and 
5 (1983), Academic Press, New York 7713 or the German patent 
publication 3,546,140. In the example 1, a preferred process for 
producing a partial sequence and a conjugate are explained in 
more detail. 

Furthermore, the object of the invention are also 
pharmaceutical or veterinary medicinal preparations, which have a 
content of conjugate of at least one membrane anchoring compound 
and at least one partial sequence of one of the mentioned 
proteins or organisms. Normally, in addition to a solvent, no 
additional auxiliary and carrier substances or adjuvants for the 
preparations according to the invention are necessary. In many 
cases, however, it can be practical to add such auxiliary and/or 
carrier substances as well as, if necessary, adjuvants to the 
preparations according to the invention (Anton Mayr, Gerhard 
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Eissnen, Barbara Myr-Bibrack, Handbook of Vaccines in Animal 
Medicine, 1984, Paul Parey Publishers, Berlin-Hamburg) . 

The quantity of vaccine, which is necessary for the safe 
immunization of warm-blooded beings, depends upon the type of 
warm-blooded being, the membrane anchoring compound or compounds, 
and the protein or the partial sequence or sequences of the 
organism against which it is to be immunized, and it is to be 
determined empirically for each individual case. 

The invention will be explained in more detail with 
reference to the following examples. 
Synthesis 
Example 1 

Synthesis of N-palmitoyl-S- [2, 3- (bispalmotoyloxy) -propyl] -seryl- 
seryl-NP 147-158 

The influenza A virus nucleoprotein peptide sequence was 
synthesized by solid phase peptide synthesis. Fmoc amino acids 
were used. The following secondary chain protective groups were 
used: Thr(tBu), Tyr(tBu), Arg(Pmc). 1 g of para-benzoyloxy 
benzyl alcohol resin was used, loaded with 0.5 mmol of Fmoc-Gly, 
and the peptide sequence was constructed according to the 
following synthesis cycles. N-activation with 50% piperidine in 
DMF (1 x 10 min) . Coupling with the following amino acids for 30 
min. With BOP/HOBT [benzotriazol-l-yl-oxy-tris- (dimethyl amino) - 
phosphonium hexaf luorophosphate/l-hydroxy benzotriazol] and 
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diisopropyl ethyl amine in DMF. Double couplings were carried 
out with 3-fold excess of diisopropyl ethyl amine (each with 
reference to free amino groups in the resin) . After each double 
coupling, the peptide resin was washed three times with N-methyl 
pyrrolidone, dichloromethane, and N-methyl pyrrolidone. 

After the synthesis of the resin-bonded influenza A virus 
nucleoprotein sequence, a part of the peptide was obtained by 
trif luoroacetic acid fission and tested as to purity by means of 
HPLC, MS, amino acid analysis, analysis as to the chiral phase, 
as well as sequence analysis. The HPLC test resulted in a purity 
of more than 90%. After coupling two serin residues [Fmoc- 
Ser(tBu)] to the resin-bonded peptide, a coupling of the 
tripalmitoyl-S-glycerin cysteine took place according to the 
DC/HOBT method. After four hours, an equivalent of N-methyl 
morpholine was added and, after another hour, the lipopeptide 
resin was washed. The lipopeptide was separated from 100 mg of 
resin by means of 2 ml of trif luoroacetic acid (with 100 p.1 of 
thioanisol and 100 ul of thiokresol) within an hour. To 
completely remove the Arg(Pmc) protective groups, it was 
additionally treated with trif luoroacetic acid for 30 min. at 
50°C. The filtrate was evaporated, the residue was absorbed with 
acetic acid, and placed in cold water. The precipitated 
lipopetide was washed 3x with ether and lyophilized from tert. 
butanol/water in a ratio of 3:1. 
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Example 2 

Synthesis of N-palmitoyl-S- [2, 3- (bispalmitoyloxy) - 
propyl] cysteinyl-seryl-seryl-NP (365-380) 

The synthesis took place similar as in Example 1. Fmoc 
amino acids were used with the following secondary chain 
protective groups: Ser(tBu), Glu(OtBu), Thr (tBu) . The Asn was 
coupled without secondary chain protective group by means of 
diisopropyl carbodiimide/HOBT. As initial resin was used Fmoc- 
Glu (OtBu) -p-benzyloxy benzyl alcohol polystyrol, cross-linked 
with 1% of divinyl benzol. The loading on Fmoc-Glu (OtBu) 
amounted to 0.45 mmol/g. The fission of the peptide and Pam 3 Cys- 
Ser-Ser-peptide from each 100 mg of resin took place with 2 ml of 
trifluoroacetic acid while adding 0.1 ml of thioanisol and 100 
ug of thiokresol within 90 minutes. The sequence was confirmed 
by a sequence analysis of the free peptide; by a HPLC 

ZI 

test was determined an individual peak of more than 90%. The 
amino acid analysis and test as to enantiometer units in the 
chiral phase resulted in the mentioned values. 
Effectiveness Test 
A) 

3-month old BALB/c bred mice bred under SPF conditions were 
immunized intravenously with 100 ug of Pam 3 cys-Ser-Ser- [NP-147- 
158]. (100 ug of Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158], absorbed in 300 
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Ill of PBS, acoustically irradiated for 1 minute) . After 28 
days, the mice were infected intranasally with 0.2 or 0.4 
hemagglutinated units of influenza virus A/PR/8. Similarly, the 
control mice were infected, to which 300 ul of PBS had been 
applied intravenously. The course of the infection was 
controlled in view of daily weight controls and the survival 
rate. 11 of 12 control animals which had been infected with 0.4 
hemagglutinated units died after 11 days of the virus infection, 
while of the immunized animals only 4 of 12 died. 

Another control group and a group immunized with Pam 3 Cys- 
Ser-Ser-[NP 147-158] was infected with 0.2 hemagglutinated units 
of influenza virus. After 18 days, 40% of the control animals 
were still alive (4 of 10 animals), while 75% of the immunized 
animals were alive. On day 18, the weight difference between the 
immunized animals and the control animals was of 4 g. The 
surviving animals of the control group lost more weight, while 
the immunized animals recovered slowly from the infection. 
B) 

Cytotoxic T-cell activity of micelles of BALB/c mice after 
immunization with free peptide, virus, or Pam 3 Cys-Ser-Ser-peptide 
(Fig. 1). 

BALB/c mice received by intravenous application 300 ul of 

PBS. 
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a) 8 x 10 7 with 1.6 ym of nucleoprotein peptide 147-158 (R-) 
preincubated, syngeneic micelles; (A, D, G) , 

b) 8 x 10 7 with 160 um of Pam 3 Cys-Ser-Ser- [NP 147-158 (R-)] 
lipopeptide preincubated, syngeneic micelles; (C, F) , 

c) 50 hemagglutinated units of influenza A virus PR/8/34; 
(B, E, H), 

d) 100 ug of Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158 (R-) ] ; (D • 
After 6 days, the spleens of the immunized or infected 

animals were extracted and the micelles were infected for 5 days 
long with peptide (A to F) or with virus PR8, the syngeneic 
simulator cells (G, H, I) were restimulated. For this purpose, 
each one of the 2 . 5 x 10 7 cells was cultivated in 10 ml of a-MEM 
medium (manufacturer: Gibco) , enriched with 10% of fetal calf 
serum, 2-mercapto ethanol, glutamine, and antibiotics by using 
either 80 nm of NP 147-158 (R-) peptide (A, F) or of 5 x 10 6 virus 
PR8; the syngeneic micelles (G, H, I) were irradiated with 20 Gy. 
The infection of the stimulator and target cells was carried out 
as described (Eur. J. Immunol. 7, 630-635 (1977). 

The activity of the cytotoxic T-cells was determined with a 
51 Cr release standard test (Eur. J. Immunol. "137, 2, 676-2, 681 
(1986). Diagrams A, B, C, and G, H, I show the CTL activity on 
untreated (A) or PR8 infected (O P815 (MHC.H-2 d ) target cells. 

- Diagrams D, E, and F show CTL activity on P815 cells, which 
are pretreated with different concentrations of free peptide for 
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30 minutes at 37°C. Here, the ratio of effector to target cell 

is set to 30:1. 

C) 

The activity of cytotoxic T-cells after immunization of mice 
with Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158] or Pam 3 Cys-Ser-Ser- [NP 365-380] 
(Fig. 2) . 

BALB/c mice (Diagrams A, B) or (B6 x DBA/2) -Fl mice (C, D) 
were immunized with influenza A virus (A, C) or with 100 ug of 
Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 147-158] (Diagram B) or with 100 ug of 
Pam 3 Cys-Ser-Ser-[NP 365-380] (Diagram D) . After 6 days, the 
spleens were. removed and the spleen cells were stimulated as 
described under (B) in the presence of 0.8 pm of NP 147-158 
peptide (A, B) 0 . 8 ]im of NP 365-380 peptide (C, D) . The 
activity of the cytotoxic T-cells was additionally tested as to 
untreated P815 target cells (A), as to PR8 infected P815 target 
cells {*■) , and with NP 147-158 peptide for 90 minutes at 37°C as 
to preincubated P815 target cells (■) ; also as to untreated EL-4- 
(MHC H-2 d ) cells (o) , as to PR8 infected EL-4-target cells (*) , 
and with NP 365-380 for 90 minutes at 37 °C as to preincubated El- 
4-cells (♦) . 

Zi 

D) 

Testing as to MHC class I restriction and as to specialty of 
immunization with lipopeptide (Fig. 3) . 
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BALB/c mice (Diagrams A, B, C) or (86 x DBA/2) -Fl mice 
(Diagrams D-I) received i.v. 300 ul of PBS 100 \iq of Pam 3 Cys-Ser- 
Ser-[NP 147-158 (R-)] (Diagrams A, E, H) or 50 \xg Ser-Ser-[NP 
147-158 (R-)] (Diagram B) or 50 ug of [NP 147-158 (R-)] (Diagram 
C) or 50 hemagglutinated units of influenza PR8 virus (Diagrams 
D, G) or 100 ug of Pam 3 Cys-Ser-Ser- [NP 365-380] (Diagrams F, I). 

Six days after the injection, the spleen cells were 
cultivated as described in Example 2 while adding nucleoprotein 
147-158 (R-) -peptide (Diagrams A-F) or nucleoprotein 365-380 
peptide (Diagrams G-I) . The activity of the obtained cytotoxic T 
cells was determined against 

- untreated P815 target cells (A) 

90 min at 37°C with NP 147-158 (R-) preincubated P815 target 
cells (■) 

90 min at 37°C with NP 365-380 preincubated P815 target 
cells (a) 

- untreated El-4 target cells (o) 

90 min at 37°C with NP 147-148 (R-) preincubated El-4 target 
cells (0)' 

90 min at 37 °C with NP 365-380 preincubated EL-4 target 
cells (♦) . 
Claims 

1. Synthetic vaccine for the specific induction of cytotoxic T- 
lymphocytes, characterized in that it consists of a conjugate of 
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at least one membrane anchoring compound and a protein of a 
virus, a bacteria, a parasite, or a tumor antigen containing at 
least one killer T-cell epitope, or at least one partial sequence 
of a virus, bacteria, or parasite protein, or a tumor antigen 
containing at least one killer T-cell epitope. 

2. Synthetic vaccine according to claim 1, characterized in that 
the membrane anchoring compound is a bacterial membrane 
lipoprotein . 

3. Synthetic vaccine according to claim 1, characterized in that 
the membrane anchoring compound has one of the following formulas 
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-CO-0-CH 2 R -0-CH 2 R -0-C0-CK 2 

-CO-O-CK 8 R'-O-CH* R'-O-CO-CH* 

^H.) (CH 0 ) ' . 

, 2 n , 2 n (CH 2 ) n 

A A A 

(CK.) m ' - (CH 0 ) m (CH_) 

! ? m i 2 tn i 2 m 

CO-NK-CJT-CO-X R"-CO-NH-CH*-CO-X R**-CO-NH-CH*-CO- 



II. III. 



-NH-CO-CH. 
-NH-CO-CH* 



R -CO-CH 2 
R'-CO-CH* 



( ?Vn Wn ? 

A A A 

'-CO-NH-CH-CO-X R"-CO-NH-CH -CO-X R"-NH-CO-CH -co-x 



IV. V. VI. 



1(2 

R-CO-A R r CH* 

<?Vn E 
CO-NH-CH-CO-X A ~ • 

A , . R- CO-NH-CH-CO-X 

(CH ) m 
R-CO-NH-CH'-CO-X 

VI1 - . VIII." IX . 
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wherein A can be sulphur, oxygen, disulfide (-S-S-) , methylene (- 

CH 2 -) , or -NH-; 

n = 0 to 5, m = 1 or 2; 

C* is an asymmetric carbon atom with R or S configuration; 
R, R' , and R" are identical or different, and are hydrogen or 
alkyl, alkenyl, or alkinyl groups with 7 to 25 carbon atoms, 
which can be substituted with hydroxy, amino, oxo, acyl, alkyl, 
or cycloalkyl groups; E can be, in the formula IX, hydrogen or 
any desired secondary chain of a natural or artificial a-amino 
acid; B can have in the formula VI the meaning of each of the 
(CH 2 ) n - (substituted alkyl) residues listed in the formulas I-V; 
and R x and R 2 are identical or different and have the same 
meaning as R, R' , and R", but can also be OR, 0-COR, COOR, 
NHCOOR, or CONHR, wherein X is a chain of up to 10 amino acids on 
which the protein or the partial sequence of the virus, bacteria, 
or parasite protein or a tumor antigen is bonded, or is the 
protein or the partial sequence itself. 

4. Synthetic vaccine according to claim 1, characterized in that 
the membrane anchoring compound is N-palmitoyl-S-2, 3- 
(bispalmitoyloxy) -propyl cysteinyl-seryl-serin, wherein the 
partial sequence is bonded to the terminal serin residue. 

5. Synthetic vaccine according to one or several of the claims 
1-4, " characterized in that the protein or the partial sequence 
originates from an adenovirus, HIV, influenza virus, LCMV, MCMV, 



20 



1 



hepatitis viruses, HTLV, FELV, Treponema pallidum, Gonococcus, 
Bordetella pertussis, or Plasmodium spec, or another pathogen 
containing a killer T-cell epitope. 

6. Synthetic vaccine according to one or several of the claims 
1-5, characterized in that a mixture of membrane anchoring active 
ingredient conjugates with different partial sequences is 
provided. 

7. Synthetic vaccine according to claim 1, characterized in 
that, aside from the membrane anchoring active ingredient 
conjugates for the induction of cytotoxic T-lymphocytes, also 
membrane anchoring active ingredient conjugates are available for 
producing neutralizing antibodies. 

8. Process for producing a synthetic vaccine according to one or 
several of the claims 1-7, characterized in that a membrane 
anchoring active ingredient conjugate is synthesized according to 
known methods. 

9. Pharmaceutical or veterinary preparation for inducing 
cytotoxic T-lymphocytes, characterized by a content of a 
synthetic vaccine according to one or several of the claims 1-7, 
if necessary aside from the usual auxiliary and/or carrier 
substances and, if necessary, aside from other vaccines. 

10. Process for immunizing humans and mammals, characterized in 
that a vaccine according -to one or several of the claims 1-7 or a 



21 



pharmaceutical or veterinary medicinal preparation is 
administered according to claim 9. 

Patent claims for the following countries: ES, GR: 

1. Process for producing a synthetic vaccine for the specific 
induction of cytotoxic T-lymphocytes, which consists of a 
conjugate of at least one membrane anchoring compound and a 
protein containing at least one protein of a virus, a bacteria, a 
parasite, or a tumor antigen containing at least one killer T- 
cell epitope, or at least one partial sequence of a virus, 
bacteria, or parasite protein containing at least one killer T- 
cell epitope, or a tumor antigen, characterized in that a 
membrane anchoring active ingredient conjugate is synthesized 
according to known methods. 

2. Process according to claim 1, characterized in that the 
membrane anchoring compound is a bacterial membrane lipoprotein. 

3. Process according to claim 1, characterized in that the 
membrane anchoring compound 

Zio 

has one of the following formulas: 
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R -CO-0-CH 2 

R 1 - CO- O-CH* 
l 



<? H 2>n 



A 

(? H 2>m 
R ' 1 - CO- NH- CH*- CO- X 



I. 



R -NH- C0-CH 9 
1 * 

R'-NH-CO-CH 

(? H 2>n 
A 

«fH 2 > m 
R ! '-CO-NH-CH*-CO-X 



R -O-CH 2 

1 * 

R'-O-CH 

<C H 2>n 
A 

(CH 2 ) m 



R -O-CO-CH 
R'-O- CO- CH* 



(^2>n 



R ' 1 - CO- NH- CH*- CO- X R 1 1 - CO-NH- CH"-CO-X 



II. 

R -CO-CHo 
R'-CO-CH 

A 

(CH 2 ) m 
I * 



III. 



B 
t 

A 

(CH 2 ) 

■ * 



m 



R"-CO-NH-CH*-CO-X R« '-NH-CO-CH -CO-X 



IV. 



VI. 



R-CO-A 

(CH 2 ) m 
R"-CO-NH-CH-C0-X 



Ri-ch 2 

R 2 -CH* 
(CH 2 ) n 
A 

(CH 2 ) m 
R-CO-NH-CK*-CO-X 



E 

R-CO-NH-CH-CO-X 



VII 



VIII, 



IX. 



wherein A can be sulphur, oxygen, disulfide (-S-S-) , methylene (• 

CH 2 -) , or -NH-; 

n = 0 to 5, m = 1 or 2; 
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C* is an asymmetric carbon atom with R or S configuration; 
R, R', and R" are identical or different, and are hydrogen or 
alkyl, alkenyl, or alkinyl groups with 7 to 25 carbon atoms, 
which can be substituted with hydroxy, amino, oxo, acyl, alkyl, 
or cycloalkyl groups; E can be, in the formula IX, hydrogen or 
any desired secondary chain of a natural or artificial a-amino 
acid; B can have in the formula VI the meaning of each of the 
(CH 2 ) n - (substituted alkyl) residues listed in the formulas I-V; 
and R x and R 2 are identical or different and have the same 
meaning as R, R' , and R", but can also be OR, 0-COR, COOR, 
NHCOOR, or CONHR, wherein X is a chain of up to 10 amino acids on 
which the protein or the partial sequence of the virus, bacteria, 
or parasite protein or a tumor antigen is bonded, or is the 
protein or the partial sequence itself. 

4. Process according to claim 1, characterized in that the 
membrane anchoring compound is N-palmitoyl-S-2 , 3- 
(bispalmitoyloxy) -propyl-cysteinyl-seryl-serin, wherein the 
partial sequence is bonded to the terminal serin residue. 

5. Process according to claim 1, characterized in that the 
protein or the partial sequence originate from the adenovirus, 
HIV, influenza virus, LCMV, MCMV, hepatitis virus, HTLV, FELV, 
Treponema pallidum, 
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gonococcus, Bordella pertussis, or Plasmodium spec, or another 
pathogen containing a killer T-cell epitope. 

6. Process according to claim 1, characterized in that a mixture 
of membrane anchoring active ingredient conjugates with different 
partial sequences is produced. 

7. Process according to claim 1, characterized in that a vaccine 
is produced, in which, aside from the membrane anchoring active 
ingredient conjugates for the induction of cytotoxic T- 
lymphocytes, also membrane anchoring active ingredient conjugates 
for producing neutralizing antibodies are present. 

m 

Keys to Fig. 1: (1) IN-VIVO IMMUNIZATION WITH; (2) PEPTIDE; (3) 
Pam 3 Cys-Ser-Ser-Peptide; (4) IN VITRO STIMULATION WITH PEPTIDE; 
(5) VIRUS TARGET CELL; (6) INFECTED; (7) CONTROL; (8) 
EFFECTOR .'TARGET CELL RATIO; (9) % OF SPECIFIC RELEASE; (10) 
PEPTIDE CONCENTRATION; (11) IN VITRO STIMULATION WITH PEPTIDE; 
(12) PEPTIDE TARGET CELL; (13) IN VITRO STIMULATION WITH VIRUS; 
(14) VIRUS TARGET CEL; (15) INFECTED; (16) CONTROL; (17) 
EFFECTOR: TARGET CELL RATIO. 

Z13 

Keys to Fig. 2: (1) IMMUNIZATION WITH VIRUS; (2) IMMUNIZATION 
WITH; (3) % OF SPECIFIC RELEASE; (4) IMMUNIZATION WITH VIRUS; (5) 
"IMMUNIZATION WITH; (6) TARGET CELLS; (7) INFECTED; (8) INFECTED; 
(9) EFFECTOR: TARGET CELLS RATIO. 
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Ill 

Keys to Fig. 3: (1) IMMUNIZATION WITH; (2) IMMUNIZATION WITH; (3) 
IMMUNIZATION WITH; (4) % OF SPECIFIC RELEASE; (5) IMMUNIZATION 
WITH VIRUS; (6) IMMUNIZATION WITH; (7) IMMUNIZATION WITH; (8) IN 
VITRO SIMULATION WITH NP 147-158. R-; (9) TARGET CELLS; (10) 
IMMUNIZATION WITH VIRUS; (11) IMMUNIZATION WITH; (12) 
IMMUNIZATION WITH; (13) IN VITRO STIMULATION WITH NP 365-380; 
(14) EFFECTOR: TARGET CELL RATIO. 
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